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田 中 憲 次
アネ キ シ ンⅤ変異体 と ウ ロ キ ナ ー ゼB鎚の 複合体を作製 し, 試験 管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験 お よ び ラ ッ ト肺 塞栓
溶解試験で そ の 線 洛学的性状を検討 し た･ 野生型 ア ネキ シ ンⅤの N末端 ア ミ ノ 酸を 6個伸長 させ PIetTAla-CysAsp- His-Ser), さ
ら に Cys3 16を Se rに 置換 させ た ア ネキ シ ンⅤ変異体を大腸菌 で発現 させ た . ウロ キ ナーゼB鎖 は ウ ロ キ ナ ー ゼ分子 の A B鎖を
つ な ぐジス ル フ ィ ド結合を限定的に還元 させ て得た ･ こ の よう に得 られ た 二種類 の 蛋白質を ジ ス ル フ ィ ド結 合で 架橋後精製 し,
化学量論的に両蛋白質が 1 : 1 で結合 した複合体 を得た ･ 本複合体は合成基質 に対 し て ウ ロ キ ナ ー ゼ と 同等 の 触媒活性を有 し,
また プ ラス ミ ノ ゲ ン 活性化作用でもウ ロ キ ナ ー ゼ と 同等の 活性を示 した . さら に本複合体は フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を含有す
る細胞膜 に対 し て ア ネキ シ ンⅤと 同様の 結合能 を示 し た . こ れ ら の 結 果か ら複合体を形成す る両蛋白質は ジ ス ル フ ィ ド結合に
よ る架橋後もそ れ ぞれ の 生理活性を保持 して い る こ とが 明 らか にな っ た . 試験管内フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶角年式験 を用い て 複合
体 の 線溶活性 を ウ ロ キ ナ ー ゼ と 比較し た結果, 両者で 差は 認め ら れ なか っ た . 他方 , ラ ッ ト肺塞栓溶解試験で両者の 線溶活性
を比較 し た結果, 血 中半減期に は 差が ない にも か か わ ら ず, 線 溶活性は複合体の 方が ウ ロ キ ナ ー ゼ の 3倍 か ら 4倍強か っ た .
こ れ ら の 結果か ら ア ネキ シ ンⅤが リ ン脂 質含有血栓 へ の プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の 標的化 に有用 であり , 得 ら れ た 複合
体 は次世代 の 新 しい 線溶剤に発展する 可能性が示唆 され た .
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現在, 血栓溶解療法 に ウ ロ キ ナーゼ (u rokin a se, U K) や 組織
プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (tis s u e-ty pe pla s min oge n
a ctiv ato r,t-P A) が 広く使用さ れ て い るが
1)
, 血栓 に対す る親和性
が低く, 血 中半減期 が短い た め に大量投与を余儀なく さ れ , 全
身性の 出血が問題 とな っ て い る . こ れ らの 問題 を 解決する た め
に 血 栓に 対する親和性を高め たり , 血 中半減期を延長さ せ た 線
溶剤の 改良が行 わ れ て い る . 新 しい 線 溶剤と し て ウ ロ キ ナ ー ゼ
の 前駆体 であ る 一 本鎖 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ
ベ ー タ ー (single chain u rokin a s e- type pla s min oge n a ctiv ato r,
S C uP A), 別名 プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ bro-u r Ok inas e, pr O-U K) ヤ プ ラ
ス ミ ノ ゲ ン と ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ の 活 性 型複 合体 で あ る
A P S A C(a nis oylated pla s min oge n streptokin a s e a ctiv ato r
CO mple x) が 臨床便用さ れ て い る . t.P A やsc uP Aの 変異体 や ハ
イ ブ リ ッ ド蛋白質が数多く作 ら れ, そ れ ら の 線溶活性が検討 さ
れ て い る2). さ ら に フ ィ プ リ ンや 血小板 の 膜蛋白質 に対す る抗
体を s c up A に化学的 に結合さ せ た キ メ ラ蛋白質 は 血 栓 に対




ア ネキ シ ンⅤは多く の 細胞 に存在す る アネ キ シ ン フ ァ ミリ ー
の 中で最も多量 に存在し, か つ リ ン 脂質 へ の 親和性が最も強 い
Ca2
十
依存性 の リ ン脂質結合蛋白質であ る. アネキ シ ン の 生 理作
用 と し て は抗凝固作用, 細胞膜融合作用, 細胞内骨格と細胞膜
相互作用の 媒介作用等が報告 さ れ て い る が , そ の 実の 生 理作用
に つ い て はな お 明 らか で は な い 4)5). ァ ネ キ シ ンⅤは 陰性電荷を
帯 び た リ ポ ソ ー ム 6)7)や 活性化血小板即 に 強く結合す る . 本分子
はN末端 ア ミ ノ 酸 (創 a) が ブ ロ ッ ク され た319の ア ミ ノ 酸か らな
り , 分子量 36k Da,' 糖鎖も分子内 ジス ル フ ィ ド結合も含まな い
単純蛋白質である . アネ キ シ ンⅤは70-80の ア ミ ノ酸 を含む 四つ
の くり返 し構造 とN末端 ラ ン ダム 構造 を持 つ 里
1川
. x線横道解析
か ら , 各くり返 し栴造は 五 つ の α ヘ リ ッ ク ス か ら な る 詰まっ た
ドメ イ ン 構造 を有す る こ と が わ か っ た . ア ネキ シ ンⅤは Ca2･ 結
合部位が存在する凸 な分子表面で Ca2十 を介 して リ ン 脂質嘩と結
合 し1 り, N末端 ラ ン ダム 構造 卜 16残基) は細胞膜結合部位の 外
側 に存在する . ア ネ キ シ ンⅤは リ ン 脂質 に対 して 強 い 親和性を
有す る ヒ ト由来蛋白質であり, 蛋白質分解酵素 に抵抗性 の 比較
的小さな分子で ある な どの 利点か ら, リ ン 脂質 へ の 標 識化に最
適な分子かも しれ な い . こ れ らの 予測 を裏付ける よ う に, 最近,
大動脈内お よ び環状動脈内に 血 栓 を作成 し た動物 に ア ネキシ ン
Ⅴを 静脈内投与す る と , い ず れ の 場合 にも血 栓 に 選択的 に集積
す る こと が報告され た1 2卜 14)
ウ ロ キ ナ ー ゼ は 一 本鋳 で不活性型の s c uP A と して分泌され る
トリ プ シ ン 型の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で , 血柴カ リ ク レ イ ン ヤ プ
ラ ス ミ ン に よ っ て 不 活性型 か ら活性型 に転換 さ れ る1 5)16). 活性
型は 二 本鎖か ら なり , A鎖はN末端 か ら 始まる ユ ニ ッ ト(24k Da)
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A bbr eviatio n s: α 2 -PI, α 2 -Plas min inhibitor; B S A, bovin e s er u m albu min; D E A E, diethyla min o ethyl; DF P,





































































ア ネ キ シ ンⅤを利用 した 新 しい 血栓溶解剤 の 開発
で, B鎖 はC末側の 触媒活性を有す る ユ ニ ッ ト(3 0k Da) で ある .
こ れら 二 本の ペ プチ ドはA鎖 の Cys148 とB鎖の Cys27 9間で 分
子内 ジ ス ル フ ィ ド結 合 に よ っ て 架 橋 さ れ て い る
1 7)18)
. ウ ロ キ
ナ ー ゼ は プ ラ ス ミ ノ ゲ ン をプ ラ ス ミ ン に転換する酵素で
19)
, 生
成した プ ラ ス ミ ン に より フ ィ プリ ン の 溶解が 始ま る. scuP Aは
弱い なが らも フ ィ プ リ ン に親和性 がある と い わ れ て い る が
抑
,
ウ ロ キ ナ ー ゼ は フ ィ プ リ ン にほ と ん ど結合 しな い .
本報で は リ ン 脂 質を含む 血 栓 に指向性を持 つ ア ネキ シ ンⅤと
ウ ロ キナ ー ゼB鎖を結合 させ た新 し い 線溶剤の 作製方法 と そ の
性質に つ い て報告す る. こ の 分子の 構造を図1 に模式化 した.
材料お よ び方法
Ⅰ. 材 料
ウ ロ キ ナーゼ(1 50, 0 0国際単位(inte rn atio n alu nit,I U)/mg),
Glu- プ ラ ス ミ ノ ゲ ン (25.1 カ ゼ イン単位 (ca s ein u nit, Cu)/mg),
トロ ン ビ ン (1,000 NI Hユ ニ ッ ト (u nit, U)/mg), フ ィ ブ リ ノ ゲ
ン
,
ヒ ト血清 ア ル ブ ミ ン (hu m anseru m albu min , H S A) は ミ ド
リ十字社製(大阪)を使用 し た. ア ネキ シ ンⅤは新鮮 ヒ ト胎盤 よ
り既報 の 方法で精製 し た1
一`)
. D Na se(1 0 U/ml) は Bo ehringer
Man nheim 社 製(M a n nheim , Ge r m any) を, ジチ オ ス レ イ ト ー
ル (dithiothreitol, D Tn, トリ ト ンX-100, ツ イ ー ン80, カ ナ マ
イ シ ン , ア ン ピ シリ ン , ペ ブ ス タ ナ ン , ロ イ ペ プチ ン , フ ル オ
ロリ ン 酸 ジイ ソ プ ロ ピ ル (diis oprop yl nu o r opho sphate, D FP) は
Sigm a社製(St. I.o uis, U S A) を用 い た . ベ ン ザ ミ ジ ン セ フ ァ ロ
ー ズ 6B は P ha rm a Cia 社製(Upps ala,Sw ede n) を用 い た . 発色基
質 Glu -Gly-Arg-pN A(IJgluta myl-glycyl-I/ arginin ep- nitr o a nilide,
S-2 44 4), D- Val-Le u-Lys- pN A(D-V alyl- し1e u cyl- L-1ysin ep-
nitr o anilide,S-22 51) は C hr o m oge nix 社製(Molndal, Sw ede n)
を, 蛍光 基質 Glt-Gly-Arg-M C A(glutaryl-glycyl-L- arginin e4-
m ethyl-C Oum arYl-7-a mide,3097-V) は ペ プ チ ド研究所製(大阪)を
用い た. 蛋白 質の 標識法は既報l:-1に従 っ た . 各標識蛋白質の 比
放射活性 は , フ ィ ブ 1) ノ ゲ ン (1 0cp m/ng), ウ ロ キ ナーゼ
(7,505cpm/ng), ウ ロ キ ナーゼB鎖 (9,4 28cpm/ng), 複 合体
(3,780cpm/ng)で あ っ た . 蛋白 量測定 キ ッ ト(B CA)と ウ シ血清
ア ル ブ ミ ン (bo vin e s e r u m albu min , B S A) は Pie r c e社 製
(Ro ckfo rd, U S A) を , L- ブ ロ ス は G ibc o/B R L社 製
N- e Xttさn血さd a m Il eXin V
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(Gaithe rsbu rg, U S A) を用い た. T) ン脂 質は Sigm a社 よ り購入
し, フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ 1) ン bho sphatidyls erin e,P S): フ ォ ス
フ ァ チ ジ ル コ リ ン : フ ォ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (2:
2: 1) の リ ポ ソ ー ム を Me e rsらの 方法21)で 作製 し, 骨 法に従い
臭化 シ ア ン 活性化セ フ ァ ロ ー ズ 6 B(Pha r m a cia) に カ ッ プ リ ン
グ させ た .
Ⅰ . ウロ キナ ー ゼB鎖の単離




20m M ベ ン ザ
ミ ジ ン 含有 100m M リン酸綬衝液 bH 7.4)に溶解後, 37 ℃ で90
分間壊 やか に震塗 し た. 反応混合液を0.4 M NaCl, 0.05 % Na :一
含有 20m M 酢酸綾衝液 bH 4.0) で 平衡化 した ス ー パ ー デク ス
G-25ス ー パ ー フ ァ イ ン カ ラム (径 5 × 高さ 12c m)で 素早く脱塩
し た. 蛋白質画分を 1N NaO Hで 中和 した後, ベ ン ザ ミ ジ ン ー
セ フ ァ ロ ー ズ 6 B カラ ム (径1,6× 高 さ 5c m) に添加 した . 未吸
着の ウ ロ キ ナ ー ゼA鎖を 50m M NaCl, 0.05 % Na :,含有 50m M
Tris 緩衝液 (pH 7.4) で 除去後, 吸着 した ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖 を
0.4 M NaCl, 0.05 % Na 3含有 20m M 酢酸頼衝液 bH 4.0) で カ
ラ ム か ら溶出 した . 得 られ た ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖は 使用時まで -
20℃ で凍結保存 した . 収 量, 収率 は そ れ ぞ れ 10.8m g, 52 % で
あ っ た .
Ⅱ . N 末端伸長 ア ネ キ シ ン Ⅴ変異体 (アネ キ シ ン Ⅴ- N6)の
作製
まず ア ネ キ シ ンⅤの Cys31 6の コ ド ン をSerに置換 した ア ネ キ
シ ンⅤ変異体の cD N A(pA N X V C-S) を作製 した . jrr Gコ ド ン の
直前 に NdeI認識部位を導入 し, 終 止 コ ドン の 直後にBa mHI認
識部位を導入し た. 天 然型ア ネキ シ ンⅤの cD N A(pP A P-ト1.6)
U)
を鋳型 と し て, 作製 した 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(5- -g. gaa.
ttc ･ C at･ atg･ gC a･ Cag･ gtt･ CtC ･ aga･ g gC･ aCt. gtg-3
'
,
5rTCgC. g ga . tC C.
tta . gtc. atc. ttc . tc c.g ga. gag. c ag-3
一
)を用 い て cD N A(pA N X V C-S)
を PCR 反 応 に よ り 増幅 し た . 得 ら れ た cD N Aを pE T1 2a
(No v agen , Madiso n, U S A) の T7プ ロ モ
ー タ ー 支配下 の N deI と
Ba mHIの ク ロ ー ニ ン グ部位 に挿 入 し た . 次 に, M et-A la- Cys-
Asp- H is-Serを コ ー ドす る オ1)ゴ ヌ ク レ オチ ド(5
t
- t. atg. gC a. tgt.
gac. cat. tc-31) とそ の 相補配列 (5'-t. aga. atg. gtC. a Ca. tgC, C a-31)
を作製 した (N deI切 断末端が両末端 に出 る). 両オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ドを ア ニ ー ル し, 得 られ た 二量体 をあら か じ め N deI で消化
し た pA N X V C-S に挿 入 してpA N X V C-S-N 6 を得た . D N A配列分
析 で, 本 プ ラ ス ミ ド に目 的の 変異 が正 しく挿 入さ れ て い る こ と
を確認 した .




に T7 R N A ポ リメ ラ ー ゼ 遺伝子を持 つ pG P l-1 プ ラ ス
ミ ドで 形質転換 した 大腸菌 & 38 をワ シ ン ト ン大学医学部生化
学教室(Se attle, US A) の Do minic C hu ng 博 士より供与さ れ た.
作製 し た プラ ス ミ ド bA N X V C-S-N 6) で こ の 大腸菌 K-38を形質
転換 した , 得 ら れ た形質転換体 (二 種類の プ ラ ス ミ ドを保持す
る)を30℃で 2 % しブ ロ ス , 25〃 M アン ピ シリ ン , 25〃 M カ ナ
マ イ シ ン を含む 50m M リン酸 カ リ ウ ム 頼衝液 bH 7.4)3,000ml
で培養 した . 4時間後 (O D｡｡｡=0.4), 培養 フ ラ ス コ を42℃の 温浴
に20分浸 し て温度 シ ョ ッ ク を与え, さ ら に37 ℃ で 2時間培養を
続けた後, 菌体を回収 し - 20℃で凍結保存 し た.
融解 し た 菌体を 10m M CaC12 , 1mg/ml ロ イ ペ プチ ン , 1
Chain u r okin as e- type plas minoge n activ ato r;P RP, platelet-rich plas m a;PS, pho sphatidyls erin e;t-P A, tis$ u e-ty pe
plas min ogen activ ator
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m g/mi ペ ブ ス タ ナ ン, 0.1m M D F P を含 む 50m M Tris 緩衝液
bH 8.0)100ml に懸濁 し, 水 冷下 で 5分間超音波処理 し た . 洛
菌液 に 5FLlの D Nas e(10 U/ml)を加え, 室温で10分間処理 し た .
遠心 に より沈殿を回収 し , 8 M尿素,0.1 M N H4Cl, 10mM E D T A,
1m g/ml ペ プス タテ ン ,1mg/ml ロ イ ペ プ チ ン,0.1mM D F P を含
む 50m M Ths 綬衝液bH 8.0)70ml でア ネキ シ ンV-N 6 を抽 出 し
た . 遠心 によ り上 演 を回収 し, 0.1m M D T T含有50m M Tris 緩
衝液 bH 8.0)で 2倍希釈後, 4 ℃ で 2 日間放置 した . そ の 後,
0.1 Ml) ン 酸ナ トリ ウ ム 権衡液 bH 6.0)150ml, 500ml, 2,000ml
で 順 次透析を行 っ た . 透 析 後液 を ジ ュ チ ル ア ミ ノ エ チ ル
(diethyla mino ethyl, D E A E)- セ フ ァ ロ ー ズ カ ラ ム(径 1.4× 高 さ
1 鮎m) に吸着させ , 0.1M リ ン 醸ナ トリ ウ ム 績衝液 bH 6.0) で
洗浄後 , 0 か ら 0.5 M の NaCl に よ る直線勾配で溶出 し た . 各
分画 の 抗凝固活性を測定 し活性画分を回収 し た . 80 %飽和硫安
で活性画分を沈殿 させ , 沈 殿を少量の 1 50m M NaCl, 1 0m M
D T T含有50m M 酢酸横衝液 bH 5.6) に溶解 し, セ フ ァ デ ク ス
G-75カ ラム (径 2.5× 高 さ 90c m)を用い て D T rを含まない 同緩
衝液で ゲ ル 濾過を行 っ た . ア ネ キ シ ン V N 6 は ゲル 濾過上 で単
d ピ ー ク と して 溶出さ れ , S D S-P A G E 上 で 36k Da の 均 一 な バ
ン ド と して 泳動 さ れ た . 3,0 00ml の 培 養液か ら の 最終収量 は
35mg で あ っ た .
Ⅳ . ア ネ キ シ ン Ⅴ･N 6/ウ ロ キナ ー ゼB鎖複合体の作製
ア ネキ シ ン V- N 6を 0.1mM DT rで 1時間処理後, セ フ ァ デ
ク ス G-25ス ー パ ー フ ァ イ ン カ ラム (径5 × 高さ 12cm)を用 い
て 50m M NaCl含有50m M TYis 横衝液 bli 7.4)で脱塩 した . ウ
ロ キ ナ ー ゼB鎖 の 保存液を溶解後, 微 量の 不溶物を遠心で除去
した . ウ ロ キ ナーゼB鎖 (0.69m g) と ア ネキ シ ン VL N 6(4.5mg)
を 20m M ベ ン ザ ミ ジ ン , m M CaC12 , 50m M NaCl含有50m M
m s緩衝液 bR 7.4)4ml に溶解 し, 繚や か に撹拝 しな が ら37℃
で 一 晩 反応 させ た . 反応混合液を リ ポ ソ ー ム ゲ ル カ ラ ム (径
1.6× 高 さ 2.7c m) に か け , 2.5m M CaC12 , 0.5 M NaCl含有
5 0m M Tris 綬衝液 (pH 7.4) で 洗浄 し, 2.5m M CaC12 を 3m M
E D T A に置換 した 同堰衝液で溶出 した . 得ら れ た溶出画分を ベ
ン ザ ミ ジ ン ー セ フ ァ ロ ー ズ カ ラ ム (径 1× 高さ 2.8c m) に か け ,
5 0m M NaCl含有 50mM Tri$ 繚衝液 bH 7 A) で洗浄 し, 20m M
ベ ン ザ ミ ジ ン 含有の 同額衝液で溶出 した . 精製し た複合体の 収
量は 0.47m g で , 合成 基質の 水解活性 に よ る収宰 は32 % であ っ
た .
Ⅴ . ア ネ キ シ ン Ⅴ一N 6/ウ ロ キナ ー ゼ B鎖複合体の性状分析
1 . 合成基質の 水解活性
複合体, ウ ロ キ ナ ー ゼ B鎖お よ び ウ ロ キ ナ ー ゼ の 水解活性 を
合成基質 Glt-Gly-Arg- M CA で検討 した . 各サ ン プ ル を0.4%
H S A, 50m M NaCl,0.05 % Na 3 含 有50m M Tris媛衝液 bH 7.4)
で 30-1,000I U/ml になる よ う に希釈 した 後, 50/上1 をマ イ ク ロ
タ イタ ー プ レ ー ト に添加 し, 同緩衝液で 0.5m M 濃度 に 調製 し
た 基質 50/ノ1 と室温 で 5分間反応さ せ た . 50 %酢酸 50/`1 で反
応を止め た 後, フ ル オ ロ ス キ ヤ ン Ⅱ (大 日本製薬株式会社, 大
阪) を用 い て 励起波長 3 55n m, 蛍光波長 46 0nm で 測定 した .
ま た 他の 測定で は , ウ ロ キ ナ ー ゼ と ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖 の 活性を
S-2444 で測定した. サ ン プ)L/ (3-5FLl) に 80FLlの 0.1 M T hs 権衡
液 bH 7.8) を加え た後, さ ら に 20〃1の S 2444(10m M)を加え
て , 室温で 5分間反応 させ た . 0.2 M の ク エ ン 酸 1皿1 を漆如 し
て 反応を止 め た後, T her m o m a xmic roplate r e ade r(M ole c ular
Devic e s, M enlo Pa rk, U S A)を用 い て 405n m の 吸光度を測定 し
た.
2 . プ ラス ミ ノ ゲ ン の 活性化
複合体の 水解活性をS-22 51 で定量 し た後, 1.8 5nM に調製し
た･ 100m M NaCl, 0･1 %ツ イ
ー ン80含有 50m M T ris 壊衝液 bH
8.0)中で プラ ス ミ ノ ゲ ン (終濃度 ; ひ30/∠ M) と 反 応 させ た. プ
ラ ス ミ ン の 生 成速度 と M icha elis-Me nten の 速度定数 は Tait ら
の 方法22Iに より求 め た .
3 . 細胞膜結合能お よ び抗凝固活性
複合体 の 細胞膜 に対す る 親和性を , 保 存赤 血球 (5×106
C ells/ml) を用 い て ,
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Ⅰ一 ア ネキ シ ンV (5nM) と の 競 合反応で測
定 した13). 反応は 136m M NaCl, 2.7m M K Cl, 2.5m M CaC12,
2m M MgC12, 1m M NaH2P O4, 5m M ブ ドウ糖, 5mg/ml B S A含
有 1 0m M H E P ES横衝液 bH 7.4) 中で37℃, 15分間保温し て 行
っ た .
複 合体 の 抗凝固活性 は ヒ ト胎盤由来 アネキ シ ンⅤを標準品と
し て, m n ako shi らの 方法 川 を用い て 凝固時間で測定 した.
4 . 試験管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験
Tait ら の 方 法22)に よ り , ヒ ト多血 小板 血祭 (platelet-rich
plasma, P RP) と
l コ5Ⅰ一 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を混合 して 作製 した フ ィ ブ
リ ン ク ロ ッ トを用 い て測定 した . 検査 試料は 18.5nM に調製し
た. 結果 は反応溶液中 に遊離 した 放射活性の 割合で示 した .
5 . ラ ッ ト肺塞栓モ デ ル を用い た 線潜活性
W istar 系雄性 ラ ッ トか ら採 血 を行い , 1,000g で 3分間遠心す
る こ と に より P R P を調製 した . 2mlの P R P にⅠ25Ⅰ- フ ィ ブリ ノ ゲ
ン (終濃度;1.4mCi/ml), CaC12(同; 2 5m M), お よ び ト ロ ン ビ
ン (同;10 U/ml) を加え, 37℃で30分間反応さ せ た . ク ロ ッ ト
を生 食で 洗浄 し, ハ サ ミ で′ト片に 刻ん だ 後, 液体窒素下 で 凍結
させ , 5mlの 生食を加えホ モ ジナ イザ ー で 懸濁さ せ た . 得られ
た フ ィ プ リ ン 懸濁液を ラ ッ ト尾静脈よ り投与 し, 5分後に 検査
試料 を同様 に尾静脈 より投与 した . 1 時間後, 腹部大静脈よ り
採血 し, 動物を屠殺後 す ば や く肺を摘出 し, 仝放射活性 を測定
し た . サ ン プ ル 投 与 直前 の 肺 Ⅰ'■Fコ の 放 射 活性 は 1 4 5,1 6 1±
3,375cpm で あ っ た . 線洛活性は 以 下 の 式よ り算出 した .
線潜活性(%)= 100× 〈ト (1時間後 の 肺 の 放射活性/サ ン プル
投与直前の 放射活性)を
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン と αコ ー プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビタ ー (α ゴ ーplasll血
inhibito r, α 2 -PI) のIfllr~FT濃度 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 測定川試薬 ･ B
(国際試薬, 神戸), テ ス トチ ー ム A P L･ 2 キッ ト (第一 化学薬
品, 東京)を用 い て測定 し た .
6 . 血 中半減期
放射性 ヨ ー ドで 標識 した 複合体 (52 0ng), ウ ロ キ ナーゼ(350
ng), ウ ロ キナーゼ B鎖(430ng)をW ista r系雄性 ラ ッ トの 尾静脈
か ら投与 し, 0.1ml ず つ 経 時的に採 血 して放射活性を測定 した.
投 与直後の 血 中放射活性 (cpm/ml) は, 投与 し た仝放射活性を
ラ ッ トの 体重 に0.06を乗 じた 値で 除 して算定 した . 結果 は各経
過時で の 血 中放射活性 の 残存率(%)で示 した .
7 . そ の 佃 の 分析
S D S-PA G Eは10 %ある い は8-16 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を
用い た 標準的 な La e m mliの 方法 に 従 っ た . 染 色に は ク マ シ ー
プ ル ー ある い は銀 染色を用 い た. 蛋白 質濃度 は ア ミ ノ 酸分析あ
る い は B S Aを標品 に用 い た 蛋白量測定 キ ッ ト (B C A)を用い
た .
ア ネキ シ ンⅤを 利用 し た新 しい 血 栓溶解剤 の 開発
成 績
Ⅰ. ウロ キナ ー ゼ の 限定還元とウ ロ キ ナ ー ゼB鎖の 単離
ベ ン ザ ミ ジ ン は トリ プ シ ン型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 可 逆 的阻
害剤で , F. H a
23)や 血祭 カ リ ク レイ ン
24)の 分子内鎖間 ジス ル フ ィ
ド結合の 還 元反応中に触媒活性を阻害する こ と が 報告 さ れ て い
る. v an de rGr a af らの 方法
2 3)24,に準 じ て , ウ ロ キ ナ ー ゼ を
20m M ベ ン ザ ミ ジ ン の 存在下 に 1mM D T T含有 50m M Tris 綬
衝液 bH 8.0)で 還元 処理 を行 っ た . 経時 的に過剰量の ヨ
ー ド酢
酸ア ミ ドを漆加 して 還元反応を止め た . 反応生成物の 水解活性
の 測定に は Glu-GlyrArg-pN Aを用 い た . ベ ンザ ミ ジ ン 存在下 の
還元反応 で は生成物 の 氷解活性 に変化 は見 られ なか っ たが , 非
存在下 で は 反応 の 進行 と と も に 酵素活性 が低 下 し, 反 応終
了時に は 活性 が消失 し た (図2). 非還 元 下 の S D S-P A G E で
は, 反応 の 進行 に し た が っ て ウ ロ キ ナ ー ゼ の バ ン ドが 徐 々
に減少 し14 0分後 に は 消失 した が , 他方 ウ ロ キ ナ
ー ゼA鎖お
よ びB鎖 の バ ン ドは 増加 し た (図3). ベ ン ザ ミ ジ ン は 還 元 反
応中に ウ ロ キ ナ ー ゼ B鎖 の 酵素活性 の み な らず , そ の 構造 を
も保護す る こ と が 明 ら か と な っ た . そ れ に 反 し て ウ ロ キ
ナ ー ゼA鎖 は 一 部が さ ら に 分解 を受け 二 つ の フ ラ グ メ ン トが
観察さ れ た .
ウ ロ キナーゼ (3.2m g) を還元 し, 反応液中の ベ ン ザ ミ ジ ン を
セ フ ァ デ ク ス G 25 で除去後, ウ ロ キ ナーゼA鎖お よ びB鎖をベ
ンザミ ジ ン ー セ フ ァ ロ ー ズ で分離 し た. カ ラ ム に吸 着 しな い A鎖
を洗浄操作 で除去 し た後, 吸着 し たB鎖を0.1 %の 酢酸で 溶出 し
た. 単離 し たB鎖は S D S-P A G Eで 単 山 の バ ン ドで あ っ た (図5
の レ ー ン 4). B鎖の 収量 は 1.7mg で 収率94 % であ っ た . B鎖の
ス ル フ ィ ド1) ル 基(SH 基) を Ellm an法
25)で 定量 した結果, 1モ
ル のB鑓 当り S H基は1.04モ ル で あ っ た . こ れ ら の 結 果は , ヒ
述の 還 元 条件下 で の 還元 反 応 はA鎖 の Cys148 とB鎖の Cys279
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Fig. 2. Limitedreductio n ofu rokin a s e. Urokin a se(3.2mg)w a s
in c ubated atr o o mte mpe r atu re with lm M D T T in O.4ml of
50m M Tris- H Cl, pH 8.0, 5m M E D T A in the pr e s enc eo r
abs e n c e of 2 0m M be n z a midin e. Atde sir ed tim e s, the
redu ctio n･ W a S te r min ated by the additio n of
m o noiodo ac etamide a nd the amidolytic a ctivity again stS
-244 4
W a S a SSayed a sde sc ribedin M ethods. Re a ctio n swith(●)
and witho ut(○)be nz amidin e.
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と を示 して い る . B鎖 の 大規模調製 で は 方法 に述 べ た よう に少
し変更し た方法 を用い た.
Ⅰ . ア ネ キ シ ン Ⅴ一N 6 の調製と性状
ア ネキ シ ンⅤはC末端領域 の3 16位 に 半 シ ス テ ン を持 つ が) ,
分子内郎 に埋もれ て い る ため ジス ル フ ィ ド形成 に 関与 できない
と 推察 され た . またC末端近傍 に Ca
2十
結合部位が存在する ため
複合体形成 によ る 立体障害 の 起き る可 能性が考えら れ た . 以 上
の 考察 か ら, 元 来の 316位の Cys を Se rに置換 し , さ ら にN末
端 か ら 2番目の 位置に Cys を導入 した 6残基 の ペ プチ ドを ア ネ
キ シ ンⅤの N末端 に付加 した変異塑 アネキ シ ン V N 6の 構築 をめ
ざ した (図1). こ の 蛋白質を大腸菌を用い て 大量 に発現 させ た .
ア ネキ シ ン V N 6の 細胞膜結合能 に着目 し て , 菌体 を超音波処
理 に よ り破砕後 , Ca
2+
存在下 で 不溶性の 臆画分に結合させ 回 収
した . そ の 後, 膜画分か ら 8 M尿素と E D
′
m に よ っ て 可溶化 し
た . 抽出液を 2 倍希釈 し尿素濃度を 4 Mまで 急激 に下 げ, その
按透析 を数回繰り返すこ と によ り尿素 をゆ っ くりと 除去 して再
構成処理 を行 っ た . 得 られ た ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6をイ オ ン 交換
(D E A E-セ フ ァ ロ ー ズ) と ゲ ル 濾過ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー に よ り精
製 し た. 精製さ れ た ア ネ キ シ ン V-N 6 は S D S-P A G E 上で 野生 型
の ア ネキ シ ンⅤよ りも少 し遅れ た位置 に単
一 の バ ン ドと して 観
察 さ れ た (図 5の レ ー ン 5). N末端 ア ミ ノ 酸配列分析 で , 〟 a-
Cys,Asp-His-Se r-M et配列が 観測さ れ た こ と か ら , N末端の ホ ル
ミ ル M et 残 基 は 菌体内で翻訳後 に ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に よ
り 切断除去 さ れ た こ と が 示 さ れ た . 予 備検討 の 結果, 中性
あ る い は弱 ア ル カ リ 性領域 で こ の 分子 は 二 量体を形成 し た.
こ の こ と は N末端伸長領域 に導 入 さ れ た Cys 残 基が 分子表
博=こ位置 し, ジ ス ル フ ィ ド結 合 を 形成す る 可 能性を示唆 し
た . 凝固時間の 測定 によ り , ア ネ キ シ ン Ⅴ一 N 6 はヒ ト胎盤由
来 の 野生 型 ア ネキ シ ンⅤと 同等 の 比 活性 を持 つ こ と が わ か っ
た . 1,0 00皿1 の 培養液か ら 10m g 以_l二の ア ネキ シ ン Ⅴ
-N 6 が
得 ら れ た .
Ilr. ア ネ キ シ ン Ⅴ-N 6/ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖複合体の作製と単離
ま ず ア ネキ シ ン Ⅴ-N 6 とウ ロ キ ナーゼB鎖 そ れ ぞ れ 単独で の
ホ モ ∴ 星休 の 生 成反J心を検討 し, ア ネ キ シ ン Ⅴ-N 6のノノが ウ ロ
キ ナ椚ゼB鎖 よ り もホ モ ∴ 量体 の 牛 成連座 が速 い こ と を確認し
た . 両構 成分√を pH 7.4 の 緩 衝液申 で別 々 に反 応 さ せ た 時,
6 時間後 に ア ネ キ シ ン Ⅴ-N 6の60 % が, ま た ウ ロ キ ナ臍ゼB鍋
Urokin 8 さe■ -
B･Chain -
A･Chain -
0 20 40 6 0 8 0 1 0012 0 140
Tim e(min)
Fig. 3. SI)S
-P A G Epa仕e rnfo rthe redu ction ofurokin a se･ Ⅵle
S a mple s(20ml)obtain ed in the pres
.
e n c e of be n zami din e a s
abov e w e re ap pliedto alO %Lae mmLgelu nde rthe redu cing
c o ndito n s. Ti1e gelw a s stain ed wi th Co o m as siebrillia nt blu e･
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の20 % が ホモ ニ 量体を生成 した , し た が っ て, ホモ ニ 量体 生成
に よ る ア ネキ シ ン VN 6の 消失を代償す るた め に過剰量 の ア ネ
キ シ ン V N6(ア ネ キ シ ン ⅥN 6 とウ ロ キ ナ ー ゼB鎖の モ ル 比 =
15:1) を用い て 複合体生成の 検討を行 っ た . 両蛋白質を混合 し
一 晩空気酸化さ せ る と, S D S-P A G E上 で 分子量が約 65k Da の
複 数の バ ン ドが 観察 され た. こ れ らの バ ン ドは 複合体と そ れ ぞ
れ の ホ モ ニ 量体か ら成 っ て い た . こ れ ら三 つ の バ ン ドは ゲ ル 上
で は 明瞭に分離 され な か っ た . こ の 時, 分子量が 6 5k Da 以 上
の 高分子 は見 られ な か っ た こ とか ら, 先の ウ ロ キ ナ ー ゼ の 還元
反応 で は , ウ ロ キ ナ ー ゼ の A鎖とB鎖の 鎖間ジ ス ル フ ィ ド結 合
だ けが 限定的 に還元 さ れ , B鎖内の 他の ジス ル フ ィ ド結合 は 還
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Fig･4･ Sepa ratio n of the c or如gate o n alipo s o m e-gelc olu m n.
T もe c o蜘 gate prepa red a sde s c ribed in Methods wa s ap plied
to alipo so m e-gel colu m n(1.6×2.7c m)that w a sequilibrated
with 50m M T d-H Cl, pH 7･4, 0･5 M NaCl,2.5m M CaC12. T he
C Onjugate w a s eluted withthe s a m ebufferbutc o ntaining 3
m M E D T A in ste ad of CaC12. T he fra ctio n s打o m17to20w e re
po oled a nd ap pliedto abe n z a midin e-Sephar o s e c olu m nfo r
furthe rpu r撤:ado n･ Antic o agulanta ctivity(ロ)and a midolytic
a ctivity(○)w e re m･e a Su r eda sde scribed in Methods. Pr｡tein
C O n C e ntration(十).





Fig･ 5･ S D S-P A G Epatte r nofthe c o njugate . Sa mple s w e re
ap pliedto ahe m mligr adie ntgel(8-16 %). bn el, m Ole c ular
W eight sta nda rd;1a n e2, n O n- r edu c ed c o njugate;1a n e3,
redu ced c o njugate;1a n e4, B-Ch ain;1an e5, an n eXin V･N 6. T he
b ands w er evis ualiz ed bysilve r staining.
複 合体を精製す る ため に, 酸化生 成物を Ca2+ 存在 下で リ ボ ソ
~ ム ゲ ル に添加 し, 洗浄後 ゲ ル に吸着 さ れ た 蛋白質をE D′m を
含む緩衝液で溶出 し た (図4). 溶 出液 に は複合体 と ア ネキ シ ン
V- N 6の 単量体 お よ び , ホ モ ニ 量 体 が 含ま れ る こ と がS DS_
P AGE か ら示され た . 得 ら れ た溶出液を次 に ベ ン ザ ミ ジ ン セフ
ァ ロ ー ズ に添加 し, ベ ン ザ ミ ジ ン を含む 綬衝液で溶出 した. ア
ネキ シ ン V N6 の 単量体お よ びホ モ ニ 量体 は非吸着画分に見ら
れ , 複合体の み が カ ラ ム に吸着 さ れ , 単 一 な ピ ー ク と し て溶出
され た ･ 精製さ れ た 複合体 は S D S-P A G E 上 で分子量 69k Da の
単 一 な バ ン ドと して 泳動 さ れ (図5 の レ ー ン 2), ア ネキ シ ン
V- N 6(37k Da)と ウ ロ キ ナ ー ゼB銭 (30kDa)の 分子量の 和 と 叫 致
した ･ 複 合体を還元す る と , ア ネキ シ ン V N 6 と ウロ キナ ー ゼB
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Fig･ 6･ Pla s min oge n a ctiv atio nbythe c o nJugate, u r Okin as e and
B-Chain . Pla s min oge n at the indic ated c o n c e ntr atio n w as
ad dedto u rokina s e(△), C O njugate (○), O rB- Chain (口), a nd
the r ate ofpla s min produ ctio n w a s m e a s u r ed a sde s cribed
u nde rM ethods. T helines are the fitted fun ctio n s u s edto
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ng･ 7･ Co mpedtiv ebinding ofthe co njugate and an n e xin Vto
P S-C Ontaining m e mbr an e S. ･Co njugate (○)o r an n eXin V(△)
W aS added attheindic ated c o n c e ntratio n s and bindinga ctivity
W aS m e a S u red a sde s cribed u nde rMethods. Err o rbar S ar e
giv e nwi1e relarge rthanthe siz e ofsymboIs.
ア ネ キ シ ンⅤを利用 した 新 しい 血栓溶解剤 の 開発
泳動図か ら , ア ネキ シ ン Ⅴ- N 6 と ウロ キ ナ ー ゼB鎖が モ ル 比
1 : 1 でジス ル フ ィ ド結合に よ り 架橋 さ れ た こ と が 明ら か と な
っ た . 複 合体 (63pm ol) の N末端配列分析 の 結果, 次 の 二 つ の
配列が 得 ら れ た . ア ネ キ シ ン Ⅴ-N 6 に由来す るAla (3 0.9)-Ⅹ-
Asp(9.1)- His (4･0)-Se r(17･5)- Met(5.9)-Ala (2 5･2)- Gln (11.4)
と ウ ロ キ ナ
ー ゼB鎖 に 由来す る Ile(21.8)Jle(22.6)- Gly(2 6.9)～
Gly(28.7)- Glu (16･0)-P he (24.0)ml r(16 A)dT hr(17.3) で あ っ
た (括弧 内 の 値 は 検 出 さ れ た フ ェ ニ ル ナ オ ヒ ダ ン ト イ ン
bhe nylthiohyda ntoin , P T H)- ア ミ ノ 酸 の pm ol を示す). 両
配列の モ ル 比は ほ ぼ 1 : 1 であ っ た . ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6の 第
ニ サ イ ク ル の ブ ラ ン ク (Ⅹ) は こ の 位 置 に Cys 残基 の 存在を
示す.
Ⅳ . ア ネキシ ン Ⅴ- N 6/ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖複合体 の性状
1. 複合体, ウ ロ キ ナ ー ゼB鑓, ウ ロ キ ナ ー ゼの 酵素活性
上述 の よ う に , 還 元 反応中 で ウ ロ キ ナーゼ の 水解活性 は
変化せず , B鎖 は A鎖 か ら 離れ て も完全な酵素活性 を保持す
る こ と が わ か っ た . G lt- Gly-Arg- M C Aを用 い た 測定 で の 比
活性 は , 複 合体 が 1 1.8, ウ ロ キ ナ ー ゼ B鎖 が1 1.0, ウ ロ キ
ナ , ゼ が8 A(IU/pm ol) で , ウ ロ キ ナ ー ゼ B鎖 は ア ネキ シ ン
Ⅴ-N 6と 架橋 さ れ て も完全な酵素活性を維持 して い る こ と が
示さ れ た .
次 に複 合体 , ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖 , ウ ロ キ ナーゼ の プ ラ ス ミ ノ
ゲ ンの プ ラス ミ ン へ の 転換活性 を調 べ た (図6). プ ラス ミ ノ ゲ
ン 活性化速度は 三 者間で差が見ら れ な か っ た . 回帰曲線か ら 算
出 した 熱力学的パ ラ メ ー タ ー は , ウ ロ キ ナ ー ゼ が Km = 8.0±
1.8m M, Vma x = 2.1± 0.2mg/(ml ･ min), B鎖カゞ Km = 26.4±9.7
mM , Vm ax= 3.2±0.7mg/(ml ･ min), 複合体が Em = 18.6±3.5
mM, Vm ax= 2.8±0.3m g/(ml ･ min)で あ っ た . こ れ らの 値は 複
合体が ウ ロ キ ナwゼ と ほぼ 同様の プ ラス ミ ノ ゲ ン 活性化能を有
する こ と を示 して い る .
2 . リ ン 脂質 へ の 親和性
ア ネ キ シ ンⅤの N末端領域 は リ ン 脂 質 へ の 結合 に 関与 しな い
こ とが 既 に報告さ れ て い る の で11), ア ネ キ シ ンⅤの N末端を伸長
した変異体 ア ネ キ シ ン Ⅴ-N 6をデ ザ イ ン し た. 予期 され た よ う
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Fig･ 8. In vitr ofibrin olytic a ctivity ofthe c o njugate a nd
u r okina s e. Lysis ofa clotpr epa red fro m hu m a nP R Pw a s
dete rmin ed a sde s c ribed u nde rM ethods . Lysis with
u rokin a se(△)or c o njugate(○),bothaddedat18.5nM . Iqsis
Wa S minimal(<5 %)inthe absen ceofa ctiv ato r.
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結合能お よ び抗凝固活性を持 っ て い た . 細胞 表面に PS が露出
し た細胞に対す る複合体 の 結合能 を 125Ⅰ- ア ネキ シ ンⅤを用 い た
競合反応で定量 した . 125Ⅰ アネ キ シ ンⅤの 結合 を50 %阻害する濃
度 は, 複合体 で 8nM , 野生型で 6IIM と ほ ぼ一 致 した 値で あ っ
た (図 7). こ れ らの 結果か ら, 複合体中の ア ネキ シ ン V N 6部
分 の リ ン脂 質結合能は , ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖 の 付加 に よ っ て 影響
を受けない こ と が 示さ れ た.
3 . 線溶活性と 血 中半減期
試験管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験 の 検討 で , 複合体 は
P RP か ら作製 し た フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ トを溶解 した . 本条件下 で
の 完全 な ク ロ ッ ト溶解は90分後に見ら れ , 対照 に用 い た ウ ロ キ
ナ ー ゼ と同等で あ っ た (図8). 次 に ラ ッ ト肺塞栓モ デ ル で 複合
体 の 線潜活性を, 検討 した . 複合体と ウ ロ キ ナーゼ の 線洛活性
は試験管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶 解試験 で は 同等であ っ た が ,
ラ ッ ト肺 塞栓溶解試験 で は 大き な差 が 見 ら れ た . 複 合体 は
25,000, 50,00 0I U/kg の 投与量で そ れ ぞ れ4 7.1±3.5 %, 66.1±
0.5 %の フ ィ プ リ ン塞 栓の 溶解が見 ら れ た が , ウ ロ キ ナ ー ゼ は
100, 00, 200, 00I U/kg の 投与量で45.2 ±7.2 %, 7 7.1±1.3 %の
溶解 で あ っ た (図 9). こ れ ら の 数字 は複合体の 線港晴性が ウ ロ
キ ナ ー ゼ の 3倍 か ら4 倍高い こ と を示 して い る . 複合体投与1
時間複 の フ ィ ブリ ノ ゲ ン お よ び α2 -Plの 血 中 レ ベ ル は 変化し な
か っ た . フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 量 は 25,00 0I U/kg 投 与で1.4 0±0 月4
m g/ml, 50,00 0I U/kg 投与 で 1.33±0.02m g/ml(非投与群で
1.39±0.08mg/ml) であ っ た . α 2 -PI量 は そ れ ぞ れ 非投与群 の
10 3.2±2.7 %, 98.4±2.8 % であ っ た . ウ ロ キナ ー ゼ投与群 で は
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 量 の 変化 は 観察 さ れ な か っ た が , α 2 -PI量 は
100, 00I U/kg 投与で 87.8±5.0 %, 200,000IU珠g 投与で85.9土
2.4 % と低下 が 見 られ た .
ラ ッ トで 三種類の 蛋白質の 血 中半減期を検討 した (図10). α
相の 半減期 は複合体が 乙3±0.3分, ウ ロ キ ナーゼ が2.0±0.4分,
B鎖 が1.9± 0.3分, さ ら に ア ネキ シ ンⅤが2.5±0.3分 で あ っ た .














Fig. 9. In viv ofibrin olytic a ctivity ofthe c o njugate a nd
urokin a s e. Lysis of a clot pr epa r ed fr o m r at P R Pw a s
dete r min ed in a r atpulm o n ary e mbolis m m odela sde s c ribed
u nderM ethods.
′
nle re Sults ar e Sho wn a Sthe ave rage of 負v e
experim e nts, wi therr o rbarsgiv e n whe relarge rtha nthe size
Of symbol. Lysis wi thu r okin a s e(△), C O njugate(○), O r

















0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6
Tim e(min)
Fig.10. Pla s m a cle a r an c e ofthe c o njugate, u rOkin a se a nd B-
Chain . The radiolabeled c onjugate, u rOkin a se o rB-Ch ain wa s
injected intothetailv ein ofa r at. Blo od s a mple s were dra wn
at theindic atedtim e s a ndradio activ卸 w as m e as u red. Re s ults
Sho w n ar e m e an v alu e sforthr e e ratsfo r e a ch proteinte sted.
Cor如gate(○), urOkin a s e(△), and B-Chain(□).
で あ る こ と を示 した .
考 察
蛋白工学的に改変され た線溶剤は大きく 二 つ の タ イ プ に 分け
る こ と が で きる . 第 一 の タ イ プは 活性化血小板 に対する親和性
を持た せ た もの で あり , 第 二 の タ イ プ は フ ィ プ リ ン を標的に す
る もの で ある . 掛･一一 の タ イ プ は 活性化血小板を主成分 とする動
脈 血栓2 6Jの 溶 解 に 優 れ て い る . 血 小 板膜糖蛋白質ⅠIb/ⅠⅠIa
(G PIIb/ⅠⅠIa) に対 す る抗体 に ウ ロ キ ナ ー ゼ を化学的 に架橋 した
複合体 は ウ ロ キ ナ ー ゼ 単 独 に比 べ て 線溶活性 が 上 昇 し た2 7I2 拇
ま た トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン抗 体に ウ ロ キ ナ ー ゼ を化学的 に結合さ
せ た 複合体も動物 モ デ ル で 高い 線 潜活性を発揮 した 剃 . ア ネ キ
シ ン V N 6/ ウ ロ キ ナーゼB鎖複合体は第 一 の タ イ プ に属す る新
しい 血 栓溶解剤で あり , そ の 作 用機序 は複合体を構成す る ア ネ
キ シ ンⅤが 血栓中の 活性化血小板膜に特異的且 つ 大量 に集積 し,
そ の 結 果血 栓で の ウ ロ キ ナ ー ゼ濃度が 上 昇 して よ り効果的 に 血
栓 を溶解す るもの と 考え られ る .
今回ラ ッ ト肺塞栓 モ デ ル の 検討で は複合体 に ウ ロ キ ナ▼ゼ と
比べ 3倍 か ら 4倍高 い 線溶活性を認め た . 両蛋白質の 血 中半減
期が同 じで ある こ とを考える と, こ の 効果 は複合体の 効力 の 持
続 に よ る の で はなく, 先 に述 べ た よう に複合体の 血 栓 へ の 集積
性 が向上 した ため と推察 さ れ る. ラ ッ ト肺塞栓溶解試験 の 効力
の 差が 試験管内フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験に反映さ れ なか っ
た が , こ れ は 他 の 例 で も認 め ら れ る . Bode ら は s c uP A と
GPIb/ⅠⅠIa 抗体 の 複合体が動物試験で は 試験管内試験 よりも数
倍高 い 線溶能を発揮 し た と報告 し て い る 期 . ウ ロ キナ ー ゼ投 与
時 に見 ら れ る全身線溶3 0)が 複合体投与 で観察さ れなか っ た の
は, 本剤 の 血栓特異的な線洛作周を示唆 して おり , 本複 合体の
安全性が期待され る .
練溶剤 の第二 の タ イ プ は t-P Aの ク リ ン グル ドメ イ ン や フ ィ
プリ ン に対する特異抗体に よる フ ィ プ リ ン へ の 集積性を利用し
て い る . 数多く の 変異型 t-P A が検討 さ れ た中で , フ ィ プ リ ン
親和性を有する t-PA の A鎖 に酵素活性を担う s c uPA のB鎖を連
結 させ た キ メ ラ分子や胡 , t-P Aの A鎖 中の フ ィ ン ガ ー ドメ イ ンと
上 皮細胞成長園子 (epider m algr o wth fa ctor, E G F) ド メ イ ン を
欠失 さ せ た ペ プ チ ド に s c uP A の B鎖を連結 さ せ た キ メ ラ 分
子湖 , あ る い は トPA のA鎖中の ク リ ン グル ド メ イ ン 1 と 2 の 連
続 し た ペ プチ ドに s c uP Aの B鎖 を 連結 さ せ た キ メ ラ分子32,な ど
が 検討 さ れ , い ず れ も s c ⅥP A単 独 の 投与 に比較 し て高 い 線洛
能が報告さ れ た . Cys84 を Se rに 置換 した 変異型 t-P A
一‥i)な どは
血 中半減期を延 ばす こ と に よを)線溶効果 の 持揖 を期待 して い
る･ フ ィ プリ ン 特異抗体 を用い る 線溶剤は Habe r ら34や Ru nge
ら 刑 に より開発 さ れ , ウサ ギ モ デ ル で 高い 線洛能 が報告 さ れて
い る. sc uP A とフ ィ ブ 1) ン Dダイ マ 一 に対す る抗体 を化学的に
結合さ せ た複合体普 や , S CuP Aの Ala132- Leu411ペ プ チ ド3 乃ある
い は同 bu144- k u411ペ プ チ ド3,と抗 フ ィ プリ ン抗体 の ハ イ ブ
リ ッ ド蛋白質も高 い 線溶活性 が報告 され て い る .
近年ア ネ キ シ ン Ⅴ/s c uP Aハ イ プ 7) ッ ド蛋白質 を原核細胞で
発現さ せ , 試験管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験で s c um と同
等 の プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活性化作用を示 す こ と が 報告 さ れ た2コ〉.
さ ら に 同 じ ハ イ ブ リ ッ ド蛋 白質を真核細胞 で大量 に発現 さ
せ 臨床応 剛 二適応 し よ う と す る 試 み も な さ れ て い る . 今後
ヒ ト 由来蛋白質 で 血 栓 に 強 い 結合能を有す る ア ネ キ シ ンⅤを




ア ネキ シ ンⅤ変異体と ウ ロ キ ナ ー ゼB鎖 の 複合体を作製, 精
製 し, 複 合体 の 物 理 化学的性状を検討 し た. さ ら に そ の 線溶学
的性状を試験管内フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験お よ び ラ ッ ト肺
塞栓溶解試験で検討 し, 以 下の 結論 を得た .
1 , 野生 型 ア ネ キ シ ンⅤの N末端 ア ミ ノ 酸を 6 個伸長 させ
(M etrAla-CysrAsp-His-Se r), さ ら に Cys316 を Se rに 置換 させ た
ア ネキ シ ンⅤ変異体 を大腸菌 で 発現 させ た . 1,0 00ml の 培餐漕
か ら 最終精製品の 収量 は約 12mg で あ っ た .
2 . ウ ロ キ ナ } ゼ分子 の A B鎖 を つ な ぐジ ス ル フ ィ ド結合を
限定的に還元 して ウ ロ キ ナーゼB鎖を得た . 最終精製品収率は
52 % で あっ た .
3 . ア ネ キ シ ンⅤ変異体 と ウ ロ キ ナーゼB鎖 を ジ ス ル フ ィ ド
結合で 架橋授精裂 し, 化学 量論的に両ぜ汗_l質が 1 : 1 で結で㌻し
た 複合体を得た . 最終精製品収準は32 % であ っ た .
4 . 本複合体は合成基質水僻活怜 お よ び プ ラ ス ミ ノ ゲ ン清作
化作月=二 もに ウ ロ キ ナーゼ と 同等 の 活性を示 した . さ ら に 本複
合体 は細胞膜 に対 し て ア ネ キ シ ン Ⅴと 同様 の 結合能 を示 した .
こ れ らの 結果か ら複合体 を形成す る両琶汗]質は ジ ス ル フ ィ ド結
合 に よ る 架橋後もそ れ ぞ れ の 生 理 活性をほ ほ100(‰保持 し て い
る こ と が 明ら か に な っ た .
5 . 試験 管内 フ ィ ブリ ン ク ロ ッ ト溶解試験を用い て複合体の
線潜活性 をウ ロ キ ナーゼ と比較 し た結果, 両者 で差 は認 め られ
な か っ た . 他方, ラ ッ ト肺塞栓溶解試験で両者 の 線潜活性を比
較 した結果, 血 中半減期 に は差が な い にも かか わ らず , 線潜活
性 は複合体 の 方が ウ ロ キ ナ ー ゼ の 3倍 か ら 4倍強か っ た . こ れ
は 複合体 が ラ ッ トの 循環血液中で リ ン 脂質含有血栓 に対 して高
い 親和性を発揮 した 結果と推察 され る . 以 上 の こ と か ら アネキ
シ ンⅤは リ ン 脂 質含有血栓 へ の プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー
の 標 的化 に有用 であり, 得_られ た 複合体は次世代の新 しい線溶
剤 に発展す る可能性が示唆された .
ア ネ キ シ ンⅤを利用 した 新 しい 血 栓溶解剤の 開発
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